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schen Materialise dadurch gekennzeichnet, daft man einar 
Nukleinsauren enthaJteniien Probe aus biologischen Mate- 
rialman elne Adsorption&matrix zur Bindung von Verunreini- 
gungan zusetzt 



CM 

i 

in 



LU 

O 



DI# folgenden Angaben «ind den vom Anmeldar aJngeraichtan Urrterlegen intnommen 

BUNDESORUCKEREf 12.98 BQ2 068/185 



8/28 



Sent By: 



18006661233; 



Jan-7-03 13:10; 



Page 3 



DE 195 30 132 Al 



Beschreibung 

Die vorliegende BrfinAing betrifft ein Verfahren air Stabilisierung, Reinigung oder/und Isolierung von 
Nukleinsauren bus biologischen Materialien durch Entfemung von Verunreinigungeii, z. a von Nukleinsauren 
s schidigenden und enzymatische Reaktionen hemmenden Substanzen. Dieses Verfahren ist insbesondere zur 
A^n^^ Nachw e , 3 odcr zur IsoUerung von Nukleinsiuren in Stuhlproben geeignet Weiterhin wird ein fur 
di« : DuixAfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignetes Reagenzienkit offenbart 

Zahlroche Bebpiele aus verschiedenen Forschungsbcreichen belegen die Bedeutung der Analyse von Nu- 
kleinsauren aus biologischen MateriaUen, die mit Substanzen verunreinigt and. welche Nukleinsauren wihrend 
10 ttl^^S ^ » nd eo*y™»««chp Manipulation der Nukleinsauren, z. B. durch Amplication 
Si a 3 f er u d ? B™ chb F ke,t der ,n d « biologischen Materialmen enthaltenen Nukleinsauren fflr 
wertere Ana^nwichtiR daB diese Substanzen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden sind oder 
ganzlicn aus der Probe end ernt werden. 
Eine besondere Bedeutung besitzt die Analyse von Nukleinsauren aus fakalen Probea Die medizinische 
■5 Hauptanwendung ut der Nachweis tumorspezifischer Vcrandenmgen von nuklearer DNA aus StuH die als 
Parameter bci der FrQhdiagnosc von Turaoren des Verdauungstrakts dienen kSnnen. 

Eme Methode zur Isolierung von Nukleinsiuren aus Stuhl wird in WO 93/20235 offenbart Diese Methode 
ergibt jedoch nur gennge Ausbeuten an Nukleinsauren. Weiterhin werden DNA-sch8digende oder/und PCR- 
hemmende Substanzen nicht abgetrennt Daher kann die isolierte DNA nicht Ober lingere Zeit gelagert werden 
» und eine Araplifikation zur Vermehrung spezifischer, zu analysierender Genabschnitte dieser DNA liefert keine 

^A'l^^^r^T^ 6 " 5 ? W ^, e « e J? der Nacbtea des bekannten Verfahrens besteht 
dann, daB bei der PCR-Amplifikation keine intakten DNA-Fragmente mh einheitlicher Sequenz entstehen, die 
fur cine wertere Analyse notwendig sind. Urn diese zu erhalten. ist eine aufwendige Klonierung der amplifizier- 

. TJnZ!"?""* ^ end ,!!^ 0d i ew , we,terer N «*t«« <«« Verfahrens des Standes der Technik besteht darin. 
25 daO dte aarkgwundheitsschfldigenden Losungsmittel Phenol und Chloroform verwendet werden mflssen. 

eg = E *? d 1 un ? zugnmde liegenden Aufgabe war sorak die BereitsteUung eines Verfahrens. 
M.n^.^ k,e,n$a n i ! ■Pi 10 ' 0 *'?*" Materialien gegen Abbau stabilisiert und bei dem die enzymatische 
vJKTl T J^"!^!} he ? mende Substanzen abgetrennt werden konnen. InsbesonderVsoO ein 
Verfahren bereitgesteUt werden, das eine zuverUssige Isolierung von DNA aus fSkalen Probea ermoghcht 
30 Olese Aufgabe wird gelost durch em Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isoiieruntr von Nu- 

SSE&L* p ^° PSI ? e L" at u riaJ i! n ' ? Udureh ^ennzeichnet bt. dafl man etoeVSuEuVen 
enthnkenden Probe aus , bwtegischen Materialien eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunremigungen 
Z T!1H 1 , ™£ hl ' eBend dje Nukleinsauren gegebenenfaOs von gebundenen Verunreinigungen abWt 

« Nh^.,f * e ^^8 e raaBey e rfahren kann die Brauchbarkeit von aus bWogfechen Materialmen isolierten 

35 Nukleinsauren. insbesondere DNA, demlich verbessert werden. Weiterhin werden durch den Zusatz derAd- 
sorptionsmatnx sowohl Nukleinsauren sehadigende als auch die enzymatische Manipulation hemmende Sub- 
nrt'* * b ««^ D,e durc ? erfbdungsgemaBe Verfahren subilisierten Nukleinsauren kon- 
"f"^ ^ lan * ePC . Ze u "rt=ft werden. DarOber hinaus werden bei einer Amplifikation der durchZusatt 
einer Adsorptonsmatnx behandehen Nukleinsauren, Z.B. durch PCR, reproduzierbare Ergebnisse erhalten. 

40 ?n^f\ r °^ e ^f"^"^ 11 J fQr A""!*™* erhaltenen Ergebnisse beidcr^kleiSaure 
Am^Dm hohe Quahat der durchJaserauuagsgemaBe Verfahren gerdnigter Nukleinsiuren ze$*h 
beispiebwe.se dann, daB sie oirekt durch Sequenzienmg oder Heteroduplezanalyie untersucht werden konnen. 
Eine Klonierung ist nicht notwendig. AuBerdera mflssen beim erfindungsgemaBen Verfahren keine gesundheits- 
schadigenden Losungsmittel emgesetzt werden. 6 

4S Die beim erfindungsgemaBen Verfahren verwendete Adsorptionsmatrix ist derart beschaffen, daB sie Verun- 
reinigungen, die zur Schadigung von Nukleinsauren fOhren oder/und die DurchfOhrung enzymatischer Reaktio- 
B^!^!^..^^ fD^^^onea hemmen, wie etwa Abbauprodukte von KSmoglobin. x B. 
Bmrubin, oder/und GaUensauren oder Salze dawn, binden kann. Vorzugsweise verwendet man eine unlfisliche 
Adsorptionsmatrix. da in diesem Fall erne Ieichtere Abtrennung von der Probe mogiich ist. 

50 _y" £e &S«*wsse werden mit einer Adsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten oder/und Polypeptiden 
erhalten. Bevorzugt Bt eine Adsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten, z. B. eine Adsor^tonsiaS S 
Polysaccharide enthalt Besonders bevorzugt verwendet man cine Adsorptionsmatrix. die a- oder/und B-gMcosi- 
S^SdavSn? y te enlhah - 1 a Sttrke - Cellulose. Derivate von Starke und Cellulose oder Mi- 

55 o ^E* "Vj"? bevo f 2 "^ «* Verwendung von Mehlen, d. h. im wesentlichen einer Mischung von Cellulose. 

^ w ■ D UI L Sa l Zen oder Bestandteilen daraus. Als geeignet haben sich beispiebweise Mehle aus 

Getreide, Mais, Erbsen. Soja und Kartoffeln oder Bestandtefle daraus bzw. Mischungen davon. erwiesea FOr 

ejnen Fachmann at a selbstverfltodlich, daB neben den genannten Mehlsorten auch andere Mehlsorten bzw. 

Mtschungen von mehreren Mehlsorten oder Bestandteilen daraus eingesetzt werden kfinnea Am meisten 
6o bevorzugt lit die Verwendung von Kartoffelmehl oder Bestandteilen daraus. 

i^£~*!L bW J? T y ,St ist l die Verwendung einer Adsorptionsmatrix auf Kohlenhydratbasis zusammen mit 

losuchen Bestandteilen aus Mehlen, insbesondere aus einer oder mehreren der obengenannten Mehlsorten. 
"if ™ e °g e - «> A&orptionsmatrix der biologischen Probe zugesetzt wird. hJngt im wesentlichen von 

der Beschaffenheit der Probe, d. h. der Menge an Verunreinigungen. ab. Gute Ergebnisse wurden erhalten. wenn 
" I!l!^i!l e D^ £>rPtl0n5 ^ a,n S m e, l? ein ?«^ht«inten von (M» : l bis 100 : 1 berfglich der Nukleinsauren enthal- 

zugesetzt VerW ^ Besondeps bevorzugt wird die Adsorptionsmatrix in einer Menge von 0,1 : 1 bis 10 : 1 

Die Nukleinsiuren enthaltende Probe, die durch das erfindungsgemlBe Verfahren stabilisiert werden soil, 
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stammt aus biologischen Materiaiiea die Nukleins&uren abbauende bzw. enzymatische Reaktionen heramende 
Verunreinigungen enthalten. Vorzugsweise staramt die Nukleinsauren enthaltende Probe aus Fakalien. Sie kann 
jedoch aucb beispieisweise aus anderen Quellen, z. B. Geweben jeder Art, Knochenmark, humanen und tieri- 
schen Kdrperflossigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Urin, Sperma, CerebrospinalflGssigkeit, Sputum und Abstri- 
chen, Pflanzen, Pflanzenteilen und -extrakten, z_ B. -siften, Mikroorganismen wie Bakterien, fossilen Proben. 5 
Bodenproben, Klarschlamm, Abwassern und Lebensmitteln stamraen. Als Verunreinigungen konnen beispieis- 
weise Abbauprodukte von Hamoglobin oder/und Gallensauren oder Sake da von, aber auch andere Arten von 
Verunreinigungen enthalten sein. 

Zur besseren Handhabung des Verfahrens hat es sich ab gflnstig erwiesen, die Probe aus biologischen 
Materialien vor dem Zusat2 der Adsorptionsmatrix in einer Pufferlosung aufzunehmen. Die Inkubation der 10 
Probe mit der Adsorptionsmatrix kann bet Raumtemperatur erfolgea Die Inkubationsdauer kann in weiten 
Bereichen variiert werden. Nach der Inkubation kann die Adsorptionsmatrix z. B. durch Zentrifugation von der 
Probe abgetrennt werdea 

Die Behandlung mit der Adsorptionsmatrix fQhrt zu einer signirlkanten Stabilit&tserhdhung der in der Probe 
enthaltenen Nukleinsauren und bei einer anschlieBenden Isolierung der Nukleinsauren zu einer besseren Repro- 15 
duzierbarkeiL Dies gilt insbesondere, wenn sich an die Isolierung cine enzymatische Manipulation der Nuklein- 
sauren, z. B. eine Amplification oder/und etne Restriktbnsspaltung anschtieBt Besonders bevorzugt wird die 
Amplification, z. B. durch PGR (Polymerase Chain ReactionX LCR (Ligase Chain Reaction), NASBA (Nucleic 
Acid Base Specific Amplification) oder 3SR (Self Sustained Sequence Replication) durchgefilhrt 

Ein besonders bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erfmdung 1st die Analyse, der Nachweis oder die 20 
Isolierung von Nukleinsauren, insbesondere DNA, aus Stuhlprobea Durch das erfindung sgemaBe Verfahren 
sind saubere und ampiifizierbare Nukleinsauren aus fakalen Proben erhfilUich, die zum Nachweis von Mutatio- 
nen, insbesondere von tumorspezifischen DNA-Mutauonen verwendet werden kdnnea 

Das erfindungsgemafic Verfahren besitzt groSe Bedeutung fOr die Turaordiagnostik, da es den spezifischen 
Nachweis nuklearer eukaryotischer Nukleinsauren in Gegenwart von Verunreinigungen und groBer Mengen an 25 
bakteriellen Nukleinsauren ermdglicht 

Durch Analyse von Stuhl- DNA unter Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen Tumoren des 
Verdauungstrakts, insbesondere Panic re as* oder Darmtumoren, fruher und genauer diagnostiziert werden. Diese 
Diagnose erfolgt beispieisweise durch Untersuchung von Onkogenen oder/und Tumorsuppressorgenen auf 
tumorspezifische DNA-Mutatfonen. Da Zellen von Tumoren des Verdauungstraktes lauf end in den Stuhl abge* 30 
schilfert werden, ist eine Detektion von tumorspezifischen DNA-Mutan'onen im Stuhl durch das erfindungsge- 
maBe Verfahren radglich. 

Ira Gegensatz zum emzigen, aus dem Stand der Technik bekannten nicht-tnvasiven Routinetest auf kolorekta- 
le Tumoren, dem Test auf okkultes Blut im Stuhl, kommt es beim erfindungsgemaBen Verfahren nicht bzw. nur 
sehr selten zu f alsch-posit'tven Ergebnissen, 35 

Darftber hinaus ermoglicht der Nachweis von Mutationen in Genen, die schon im Adenomstadium, d h. in 
exnem sehr frflhen Stadium der Tumorprogression mutieren, etne deutlich frlihere und spezifischere Diagnose als 
der Stuhl* Blottest Als geeignete Objekte der Mutationsanalysen kdnnen insbesondere das Tumorsupressorgen 
APC (Adenomatttse Polyposis Coli) (Fearon und Vogelstein (1990), CeQ 61, 759—761) und das ras-Onkogen 
verwendet werden. Durch Mutationsanalysen dieser beiden Gene in DNA aus StuhJproben kdnnen insbesonde- *o 
re Darmtumoren, z. B. Dickdarmtumoren, und Pankreastumoren erfaBt werden. Neben dem A PC-Gen und dem 
ras-Gen k&nnen natarlich auch weitere tumorrele vante Gene fur die Krebsdiagnose als Analyseobjekte dienea 

Eine weitere wichtige Anwendung fflr die erftadungsgema&e Isolierung von DNA aus fakalen Proben sind 
zoobiologische populationsgenetische, evolutionsgenetische und botanische Scudien und Untersuchungen von 
Tieren und Pflanzea Bisher scheitern derartige Untersuchungen sehr hiufrg an der Seltenheit einer Tierart und 45 
der geringen Wahrscheinlichkeit, die betreffendenTiere an einem bestimmten On anzutreffen. Bei Kenntnis des 
ungefahren Aufenthaltsortes kann eine Analyse von zurOckgelassenen Fakalien durch das erftndtmgsgemaSe 
Verfahren wichtige Hinweise auf den Verwandtschaftsgrad der Ttere, auf zurOckgelegte Wanderungswege oder 
auf die Nahrungsgewohnhehen der Tiere h'efern. Ebenso kdnnen aus der Analyse fakaler Nukleinsauren, z, B. 
durch Nachweis mikrobieller oder viraler Nukleinsauren, wichtige diagnostiscne Informationen Qber Infektio- 50 
nen, z. B. bakterieOer oder viraler Art abgeleitet werdea 

Ein wetterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzienkit zur Stabilisiening und Reinigung 
von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, umfassend: 

(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden Probe geeigneten Puffer und 55 

(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen aus den biologischen Materiaiiea 

Vorzugsweise enthalt das Reagenzienkit zusatzliche Mittel zur Reinigung von Nukleinsauren, die z- B. minera- 
lische oder/und organische Trager sowie gegebencnfaHs LOsungen, Hilfsstoffe oder/und Zubehdr umfassea 
Mineralische Bestandteile von Tragern kOnnen beispieisweise porose oder nicht-porOse Metalloxide oder 60 
Metallmischoxide, z B. Alumintumoxid, Titandioxtd oder Zirkoniumdioxid, Silicagele, Materialien auf Basis von 
Glasern, z. B. modifizierte oder nicht-modiflziene Glaspartikel oderGlasraehl, Quarz, Zeolithe oder Mischungen 
von einer oder mehrerer der obengenannten Substanzen setn. Andererseits kann der Trager auch organische 
Bestandteile enthalten, die z. B. aus gegebenenfalls mit funkdonellen Gruppen modifizierten Latexpartikein, 
synthetischen Potymeren, wie etwa Polyethylen, Polypropylen, Polyvinyltdenfluorid, insbesondere ultrahochmo- es 
lekularem Polyethylen oder HD- Polyethylen, oder Mischungen von einer oder mehreren der zuvor genannten 
Substanzen ausgewahlt werden. 

Der Trager kann beispieisweise in Form von Partikeln mit einer mittleren GrdBe von 0,1 um bis 1000 ^m 
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^etwchenMy^JyoriteJa "™ " F °™ Wn Udce * ^ F "«cnm a «criali en au* 

zo^Eta^^ frlrr 1 ' * a Oder Puff erlosungen 

W««erhm solid* voriiegendelM^^ 

Beispicl 

Analyse von DNA ausStuhlproben 
* ^ Un WeSentUcheD Ura eine Misching a£ C*tf^ufi?£! 

* rJ^f. S^^ttUbessenmg wurden Nested-PCR-Methoden (vgL Jackson et aL HMli in MrPh,™„ u i 

mgten DNA-Proben war voUsttndig bloclriert Dutch Zusatz von RSA. Cellulose oder Kart^^rkr^ 
AdsorptionsmattK koonten le ilwei« reproduzierbare PCR-Ergebmsse erhalw^eSe^bdte ?V 
55 ^Tl^^r rcR-Ergetause in alien zehn analyrieneTpXn w^Tefv^ic^ng von Kartoffel- 

M^J^fL! .f Sequenzwrung geeignet Hienu erfolgte eine PraparaUon von einzelstriiuurer DNA 



60 



65 



4 



Sent By: 



18006661233; 



Jan-7-03 13:12; 



Page 6/7 



DE 195 30 132 Al 

TABELLE 1 
Eigenschaften von nuklearer DMA aus Stuhl 



Matrix 


Verlust* 


PCK?* 




80 * 


0 


RSA 


60 % 


3 


Cellulose 


60 % 


4 


Kartoffelst&rke 


60 % 


4 


Xartoffelraehl 


< 5 V 


10 



* Der DNA- Verlust durch Abbau wurde nach Aufbewahrung fur 1 Woche 
hex - 20 fl C durch analytische Agarosegelelektrophorese und 
spektrophotometrische Analyse geraessen. 

b Es wurde eine PCR von DNA aus zehn vexschiedenen Stuhlproben 
durchgef Ohrt . Es ist die Anzahl von Proben angegeben, die durch 
PCR analysierbar waren . 

Patentansprflche 

I. Verfahren zur Remigung. Stabilisierung oder/und Isobemng von NuWcinsauren aus bioiogischea Mate- 
nauen, dadurch gekenazeiebaet, daB man einer Nuklemsauren euthaitenden Probe aus biologischen 
Matenalien eine Adsorpboosmatrix zur Bindung von Verunreinigungen zusetzt 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekeiuizeidmet daB man cine Adsorptionsmatrix auf Kohlenhy- 
dratbasis zusetzt J 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptionsmatrix zusetzt die o 
oder/und S-gfykosidisch verknupfte Kohienhydrate enthalt 

4. Verfahren nach einera der AnsprUche 1-3, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptionsmatrix 
verwendet die Starke, Cellulose oder Mischungen davon enthalt 

5. Verfahren nach eine m der AnsprUche t -4, dadurch gekennzeichnet, daB man als Adsorptionsmatrix ein 
Mehl aus Getrcide, Erbsen, Mais, Soja, Karcoffeln oder Bestandteile daraus oder Mischungen davon 
verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man Kartoffelmehl oder Bestandteile daraus 
verwendet \ 

7. Verfahren nach einem der Ansprflche 1 -6, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptionsmatrix auf 
Kohlenhydratbasis zusammen rait I&slichen Bestandteilen aus Mehlen verwendet 

S. Verfahren nach einera der AnsprUche 1 -7, dadurch gekennzeichnet daB man die Adsorptionsmatrix in 
etnemGewKhtsanteil von 0,05 : 1 bis 100 : t bezfiglichder Nuklemsauren enthaltenden Probe zusetzt 

9. Verfahren nach einem der Ansprflche 1—8, dadurch gekennzeichnet daB die Nukleinsauren enthaltende 
Probe aus Geweben, Knocbenmark, KdrperflUssigkehen, Pflanzea Pflanzenteilen und -extrakten. Mikroor- 
ganisinen, fossilen i Proben, Bodenproben, Kiarschlamm, Abwassern, Flfcalicn und Lebeasmttteln stammt 

10. Verfahren nach einem der Ansprflche 1 -9 f dadurch gekennzeichnet daB die Nukleinsauren enthaltende 
Probe als Vcrunrewigungen Substanzcn mit Nukleinsauren schadigender oder/und enzymatische Reaktio- 
nen hemmender Wirkung enthalt 

II. Verfahren nach emem der Ansprflche 1 - 10, dadurch gekennzeichnet daB die Nukleinsauren enthalten- 
de Probe als Verunreinigungen Abbauprodukte von Hamoglobin oder/und Gailensfiuren oder Salze davon 
enthalt 

12. Verfahren nach einem der Ansprflche I - It, dadurch gekennzeichnet daB man die Probe aus biologi- 
schen Materialmen vor dem Zusatz der Adsorptionsmatrix in einer Puff erlflsung aufairamt 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daB sich an die Isolierung eine enzymatische 
Manipulation der Nukleinsauren anschtiefit 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB die enzymatische Manipulation eine Amplifi- 
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kationoder/und cine Restriktionsspaltung umfa8t 

**WSu^*£$^$Z^X! (NudTO Aad ,e *«* Amplification) oder 
ll SS.^™* >6 «un Nachwefa von DNA-Mutationen. 

i^S^wS^t 16 ° der 17 ^ — Nachweis oder ,ur fcolierung nuklc^er 

'° 2J£^J2JX* 18 " DiagnOStik VO " T ™ d « Verdauungstraku, n^ondere von 
sSSS^cSf A0SP^1C,, l9 ' d>dUfCh man Onkogene oder/undTumorsuppr^ 

^v!Z e " d I un * nM £ Aa^nieh lezumNachwwnrikrobiellerodervira^^einsauren. 
nil 1-"!"/^ Al ^ nahme ei . ner N «W«nsauren enthahenden Probe geeigneten Puffer und 
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